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Введение
Развитие устойчивости к действию наркотичес-

ких веществ является ранним симптомом форми-
рования зависимости и сопровождается комплек-
сом адаптивных изменений на молекулярном, кле-
точном, тканевом уровне и на уровне организма в
целом [24]. Так, злоупотребление этиловым алко-
голем приводит к развитию устойчивости (толеран-
тности) организма к его наркотическому действию,
что является признаком начального этапа алкого-
лизма [23]. Установлено, что животные, отличаю-
щиеся более высоким уровнем потребления эта-
нола в условиях свободного выбора, имеют изна-
чально более высокую толерантность к наркоти-
ческому, анальгетическому, гипотермическому эф-
фектам этанола. Биологически детерминированная
толерантность в данном случае сочетается с гене-
тической предрасположенностью к развитию ал-
коголизма, что подтверждено рядом эксперимен-
тальных исследований, как на беспородных кры-
сах, так и на животных инбредных и селективно
выведенных линий [3, 24].

Изменение соотношения между активностью
возбуждающих и тормозных нейротрансмиттер-
ных систем является наиболее значимым нейро-
адаптивным процессом среди индуцируемых по-
треблением этанола [10]. Активность холинерги-
ческой системы мозга, которая определяет реак-
цию организма на окружение, механизмы памяти
и поведения, способность к обучению – одна из
важнейших составляющих нейрохимического ком-
понента алкогольной толерантности [2, 12].

Хроническое потребление этанола приводит к

выраженным нарушениям механизмов памяти, свя-
занных с уменьшением количества холинэргичес-
ких нейронов в переднем мозге [5]. Дегенератив-
ные изменения в центральной нервной системе под
действием этанола протекают параллельно со сни-
жением основных параметров холинергической
системы (синтез, содержание и высвобождение
ацетилхолина (АХ)) в неокортексе и гиппокампе
крыс [8]. Отмечается наличие определенной взаи-
мосвязи между предпочтением этанола животны-
ми и уровнем АХ, активностью ферментов его био-
синтеза и деградации в ЦНС, а также состоянием
ацетилхолиновых рецепторов [7, 17, 18].

Таким образом, можно предположить наличие
этиопатогенетической взаимосвязи между интен-
сивностью биосинтеза АХ в мозге и устойчивос-
тью организма к наркотическому действию этано-
ла. Ацетил-КоА, образующийся из пирувата в пи-
руватдегидрогеназной реакции, является основным
источником ацетильных групп для биосинтеза АХ
в мозге. Активность пируватдегидрогеназы, ско-
рость утилизации пирувата и синтез ацетил-КоА,
а также транспорт ацетил-КоА в цитозоль являют-
ся лимитирующими звеньями в образовании АХ
[18].

По-видимому, особенности обмена ацетильной
группы АХ в мозге крыс с биологически обуслов-
ленной толерантностью к этанолу могут являться
предрасполагающим метаболическим фактором
развития экспериментального алкоголизма.

Целью настоящего исследования являлось вы-
яснение особенностей функционирования систе-
мы биосинтеза АХ в мозге животных с биологи-
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чески детерминированной алкогольной толерант-
ностью. Для достижения намеченной цели изуча-
ли активность пируватдегидрогеназы, ацетил-КоА
синтетазы, АТФ-зависимой цитратлиазы в гомоге-
натах регионов головного мозга с различной плот-
ностью холинергических нейронов, а также ско-
рость окисления пирувата и синтеза цитрата, со-
держание ацетил-КоА и скорость синтеза АХ в
синаптосомах коры головного мозга крыс с биоло-
гически детерминированной толерантностью к
наркотическому действию этанола.

Материалы и методы
Работа выполнялась на базе курса клинической

биохимии и лаборатории аналитической биохимии
Гродненского государственного медицинского уни-
верситета, а также на базе кафедры фармакологии
Ягелонского университета, кафедры клинической
биохимии Гданьской медицинской академии.

Работа выполнялась на следующем оборудова-
нии: спектрофотометр PV фирмы СОЛАР, люми-
нометр фирмы LKB Pharmacia, ультрацентрифуга.

В экспериментах были использованы белые
крысы-самцы линии Wistar с массой 100-120 г, ото-
бранные по признаку длительности этанол-инду-
цированного сна (4,5 г/кг, 20% раствор, внутрибрю-
шинно). В группу короткоспящих животных (КС)
были включены крысы с длительностью сна 55±11
мин, группу длительноспящих (ДС) животных со-
ставили крысы с длительностью сна 220±8 минут.

Через 2 недели после тестирования крыс ДС и
КС групп декапитировали, мозг немедленно извле-
кали и изолировали регионы с различной плотно-
стью холинергических нейронов (гипоталамус,
стриатум, лобная кора, продолговатый мозг, боко-
вая кора). В гомогенатах отделов мозга определя-
ли активность пируватдегидрогеназы (КФ 1.2.4.1),
ацетил-КоА ситетазы (КФ 6.2.1.1), АТФ-зависимой
цитратлиазы (КФ 4.1.3.8), ацетилхолинтрансфера-
зы (КФ 2.3.1.6), ацетилкарнитинтрансферазы (КФ
2.3.1.7) [19, 20].

Синаптосомальную фракцию из коры головно-
го мозга крыс выделяли с использованием метода
дифференциального центрифугирования в гради-
енте фикола и сахарозы. Синаптосомальную
взвесь, содержащую 2,5-3 мг белка, инкубировали
в течение 30 мин при 370С в среде объемом 2 мл,
содержавшей 2,5 мM натриевой соли L-малата и
пирувата. Реакцию останавливали добавлением 0,1
мл 20% HClO4. Содержание пирувата, цитрата,
уровень ацетил-КоА и концентрацию АХ опреде-
ляли в депротеинизированных образцах энзимати-
чески [4, 21].

Результаты и обсуждение
В таблице 1 приведены данные об активности

пируватдегидрогеназы, ацетил-КоА синтетазы,

АТФ-зависимой цитратлиазы, ацетилкарнитинт-
рансферазы, ацетилхолинтрансферазы в регионах
головного мозга КС и ДС крыс с различной плот-
ностью холинергических нейронов.

Максимальная активность пируватдегидрогена-
зы у ДС крыс отмечалась в коре и стриатуме, наи-
меньшая в продолговатом мозге. В то же время у
КС животных максимальная активность этого фер-
мента наблюдалась в коре мозга и гипоталамусе,
наименьшая - в стриатуме и продолговатом мозге.

Активность пируватдегидрогеназы в лобной
коре, боковой коре, стриатуме короткоспящих крыс
была на 45%, 41% и 84% соответственно ниже по
сравнению с аналогичными регионами мозга дол-
госпящих животных. Ранее было продемонстри-
рована подобная закономерность для активности
пируватдегидрогеназы печени [1]. В остальных
регионах не установлено разницы между группа-
ми в активности этого фермента.

Наибольшая активность ацетил-КоА синтетазы
у ДС, как и у КС животных была обнаружена в
продолговатом мозге. Активность ацетил-КоА син-
тетазы была статистически выше в лобной коре
короткоспящих крыс (табл. 1) по сравнению с дли-
тельноспящими. Полученные нами результаты по
взаимоотношению активностей пируватдегидроге-
назы и ацетил-КоА синтетазы соответствуют тео-
рии «двууглеродного голода» у крыс, предпочита-
ющих этанол в условиях свободного выбора, пред-
ложенной Островским Ю.М. [3]. Согласно этой те-
ории недостаток двууглеродных групп является од-
ной из предпосылок предпочтительного отноше-
ния к этанолу как дополнительному источнику аце-
тильных остатков. В такой ситуации низкая актив-
ность главного источника ацетил-КоА в мозге –
пируватдегидрогеназы, вероятно, компенсируется
более высокой активностью ацетил-КоА синтетаз-
ного пути.

Активностью АТФ-цитратлиазы в отдельных
структурах головного мозга крыс с различной био-

Таблица 1. Активность ферментов обмена ацетил-КоА и ацетилхолина 
(нмоль/мин/мг белка) в различных регионах головного мозга 
крыс, отличающихся по наркотическому эффекту этанола  
(М ± SD, n=9) 

Фермент  Б.К. Л.К. Стр. Гт. П.М. 

ПДГ 
ДС 26,5±1,8 26,1±1,5 24,6±2,0 20,2±2,4 15,8±0,9 

КС 20,8±1,2* 20,4±1,3* 13,1±1,4* 18,8±1,1 16,0±1,3 

АцКоА-
синтетаза 

ДС 4,0±0,2 3,4±0,1 2,7±0,2 4,0±0,2 5,4±0,2 

КС 3,8±0,2 4,1±0,2* 2,6±0,2 3,8±0,2 5,8±0,4 

АТФ-ЦЛ 
ДС 6,8±0,4 7,7±0,4 7,3±0,3 10,3±0,6 13,7±0,6 

КС 7,6±0,5 8,1±0,4 8,1±0,2* 8,9±0,4* 8,8±0,5* 

АцКТ 
ДС 24,8±1,3 24,1±1,7 23,5±1,4 31,2±1,9 31,3±2,5 

КС 24,4±1,6 26,0±1,8 24,2±0,9 36,9±0,9* 36,1±1,1* 

ХАТ 
ДС 0,51±0,03 0,6±0,03 1,35±0,11 0,69±0,1 0,82±0,06 

КС 0,55±0,03 0,62±0,06 1,3±0,1 0,5±0,02* 0,86±0,04 

Примечание: БК – боковая кора, ЛК - лобная кора, Стр - стриатум, Гт - гипотала-
мус, ПМ - продолговатый мозг, ПДК- пируватдегидрогеназа, АТФ-ЦЛ – АТФ-
цитратлиаза, АцКТ – ацетилкарнитинтрансфераза, ХАТ – холинацетилтрансфераза. 
* – р < 0,05 по сравнению с группой ДС животных 
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логически детерминированной устойчивостью к
наркотическому действию этанола характеризует-
ся следующими особенностями: у КС крыс актив-
ность данного фермента одинакова во всех иссле-
дованных регионах. В тоже время у ДС животных
активность АТФ цитратлиазы значительно варьи-
рует и различается более чем в два раза между бо-
ковой корой (отдел с наименьшей активностью) и
продолговатым мозгом (отдел с наибольшей актив-
ностью). Следует отметить, что в гипоталамусе и
продолговатом мозге КС крыс активность АТФ-
цитратлиазы была ниже по сравнению с аналогич-
ными отделами мозга ДС крыс. Тогда как в стриа-
туме наблюдалась противоположная картина.

Максимальная активность ацетилкарнитинт-
рансферазы у ДС и КС крыс отмечалась в гипота-
ламусе и продолговатом мозге. В этих же регио-
нах мозга КС животных активность фермента была
выше, чем у крыс ДС группы. Выявленные разли-
чия у КС и ДС животных в активности АТФ-цит-
ратлиазы и ацетилкарнитинтрансферазы длитель-
носпящих животных может свидетельствовать о
преобладании различных механизмов транспорта
ацетил-КоА в цитоплазму у этих групп животных
в отдельных регионах мозга.

Максимальная активность ацетилхолинтранс-
феразы у ДС и КС животных обнаружена в стриа-
туме. В гипоталамусе ДС крыс активность данно-
го фермента была выше по сравнению с КС жи-
вотными.

Задачей экспериментов in vitro с использовани-
ем нервных окончаний являлось оценка эффектив-
ности синаптосомального биосинтеза АХ у живот-
ных экспериментальных групп.

В результате проведенных экспериментов было
обнаружено, что скорость окисления пирувата си-
наптосомами коры мозга длительноспящих живот-
ных была достоверно выше (на 54%) по сравне-
нию с группой короткоспящих крыс (табл. 2). Дан-
ный факт может быть обусловлен более низкой
активностью пируватдегидрогеназы, обнаружен-
ной в гомогенатах коры мозга животных с низкой
чувствительностью к наркотическому эффекту эта-
нола (табл. 1). Это подтверждает более низкий си-
наптический уровень ацетил-КоА у КС животных.
Поскольку в скорости образования цитрата синап-
тосомами, активности АТФ-цитратлиазы и ацетил-
карнитинтрансферазы коры мозга разницы между
группами выявлено не было, то, вероятно, актив-
ность систем транспорта ацетильного остатка из
митохондрий в цитоплазму не является лимитиру-
ющим для синтеза ацетилхолина нервными окон-
чаниями экспериментальных животных.

Присутствие в среде инкубации 0,1 мМ Са2+

приводило к ингибированию утилизации пирува-
та и синтеза цитрата синаптосомами животных

обеих экспериментальных групп в равной степе-
ни на фоне почти двукратной стимуляции синтеза
ацетилхолина. Хотя в ряде работ была показана
прямая связь между уровнем окисления пирувата
и скоростью синтеза ацетилхолина [9], однако дру-
гими исследователями продемонстрировано инги-
бирование окисления пирувата на фоне стимуля-
ции синтеза ацетилхолина синаптосомами при до-
бавлении в среду ионов кальция [22]. Данный фе-
номен до сих пор не нашел удовлетворительного
объяснения. Одни связывают его с ингибирующим
эффектом внемитохондриального кальция в кон-
центрациях более 10-6 М на активность пируватде-
гидрогеназного комплекса митохондрий коры моз-
га [14]. Однако другими исследователями показа-
но увеличение активности пируватдегидрогеназно-
го комплекса в процессе деполяризации, что свя-
зывают со снижением степени фосфорилирования
комплекса [6]. Еще одна группа исследователей не
обнаружила активирующего действия кальция и
магния на пируватдегидрогеназу митохондрий моз-
га в отличие от того же фермента из митохондрий
печени [13].

Еще одним объяснением ингибирующего дей-
ствия ионов кальция на уровень окисления пиру-
вата может быть нарушение транспорта пирувата
через мембрану синаптосомальных митохондрий.
Такой эффект кальция был показан для митохонд-
рий гепатоцитов [11].

Синаптосомы КС крыс отличались более низ-
кой скоростью синтеза ацетилхолина по сравнению
с ДС животными. Данный факт подтверждает вы-
явленную ранее зависимость между концентраци-
ей ацетил-КоА и уровнем синтеза ацетилхолина в
синаптосомах [16].

Добавление в среду инкубации синаптосом
ионов кальция приводило к выраженной стимуля-
ции скорости синтеза ацетилхолина у животных
обеих групп. Причем различие между группами по
данному показателю сохранялось. Однако степень
кальций стимулированного прироста скорости син-

Таблица 2. Скорость окисления пирувата, скорость образования цитрата, 
концентрация ацетил-КоА, скорость синтеза ацетилхолина в си-
наптосомах коры головного мозга крыс с различной биологиче-
ской толерантностью (КС, ДС) к этанолу (N = 7) 

Условия 
инкубации 

КС ДС 
Скорость окисления пирувата, нмоль/мг белка/мин 

П + М 10,77  2,7* 17,48  7,1 
(П + М) + Са 2+ 6,85  1,9* о 10,85  3,7 о 

 Скорость образования цитрата, пмоль/мг белка/мин 
П +М 2.56 ± 1.8 2,8 ± 1,63 

(П + М) + Са 2+ 0,53 ± 0,2 о 0,75 ± 0,4 о 
 Содержание ацетил-КоА, пмоль/мг белка 

П +М 23,6 ± 3,9* 35,4 ± 5,07 
(П + М) + Са 2+ 22,4 ± 4,3* 34,4 ± 10 

 Скорость синтеза ацетилхолина, пмоль/мг белка/мин 
П +М 6,2 ± 1,14* 15,8 ± 4,2 

(П + М) + Са 2+ 13,6 ± 6,4* о 25,3 ± 5,1 о 

Примечание: П - 2,5 мМ пируват натрия, М - 2,5 мM L-малат натрия, Са2+ - 0,1 мМ 
* - статистически значимая разница в отношении ДС крыс (Р < 0,05); о - статисти-
чески значимая разница в отношении аналогичной группы, без добавления в среду 
ионов Са2+ (Р < 0,05);. 
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теза ацетилхолина у короткоспящих крыс была на
80% выше по сравнению с длительноспящими
животными (табл. 1). Данный эффект может быть
обусловлен повышенной чувствительностью си-
напсов короткоспящих крыс к эффектам кальция
[15].

Таким образом, изначально низкая скорость
синтеза АХ у КС животных, по-видимому, обус-
ловлена меньшей эффективностью синаптосомаль-
ной системы окисления пирувата в синаптосомах
мозга.

В статье использован экспериментальный ма-
териал, полученный при выполнении научных ра-
бот в рамках гранта БрФФИ Б03-176.
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Resume
RESISTANCE TO HYPNOTIC ACTION OF

ETHANOL AND SYNAPTOSOMAL BIOSYN-
THESIS OF ACETYLCHOLINE IN BRAIN OF

RATS
Yu.W. Kiselevski, N. A. Oganesyan
Grodno State Medical University

The present study is aimed at investigation of
acetyl-group acetylcholine metabolism rate in rat brain
with different biological sensitivity to ethanol hypnotic
action. The activity of pyruvate dehydrogenase (PD),
acetyle-CoA synthetase (AS), ATP-citrate lyase (CL),
acetylcarnitintransferase (ACT), Cholinacetyltrans-
ferase (ChAT) in five regions of rat brain with different
periods of alcohol-induced hypnosis (short-sleep (SS),
long sleep (LS)) was investigated. The main stages of
acetylcholine biosynthesis (pyruvate utilization, citrate
synthesis, acetyl-CoA rate and acetylcholine synthesis)
in synaptosomes isolated from rat brain in SS and LS
animals were assessed as well. It was established that
the activity of PD in brain cortex striatum of LS rats is
higher than that in similar regions of SS animals, the
activity of AS in SS animals being higher than that in
LS animals. The pyruvate utilization rate, the level of
acetyl-CoA and acetylcholine synthesis were found to
be statistically higher in LS rat synaptosomes as
compared to similar indices in SS animals. On the basis
of the obtained data it was suggested that SS animals
showed slower activity of acetyl group synthesis from
pyruvate for synaptosomal acetylcholine biosynthesis.


